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テージを調盤し、その後コンスタントフオースモードで1/4m四方をゆっくりと走査する。
光学顕微鏡で位世を合わせたといっても、接触できるほどまで近づけたかどうかは定かで
ないので、この走査の途中で接触するのを待つしかない。通附1回の走査で抽捉すること
ができた。捕捉の確認は、走査後カンチレバー探針を試料基板から上方に引き上げて、蛍
光性ビーズが試料基板から無くなり探針先端に移動することを観察することで容易に行え
た。ただし、以上の諸過程を迅速に行わないと蛍光性ビーズが退色してしまいこの碓認が
できなくなってしまう。
7.4アクチン･HMM間のライガー相互作用場の計測
HMMl分子を揃捉したカンチレバーをアクチンの束に対して近づけたり遠ざけたりした
ときのレバーの応答の様子（フオーース・デイスタンス曲線）を図7．3に示す。また、この曲
線から推測される様子を図7．4に示す。詳細な解析過程は参考文献に詳しく載せているの
で、ここでは得られた定赴的結論のみを述べる。ミオシン頭部とアクチンは5.411m離れたと
ころで互いを認識する。この認識距離において互いの間にl.9pNの力が働き、1.82pN/nm
の力の勾配が存在する。結合した両者を引き離すのに必要な力は14.8pNで、完全に引き離
されるまでに、l.7～2.5nmの伸びが両分子間に起こる。このような定量的に詳細な蛋白質
間相互作用の場の記述はこの研究が初めてである。これも妥協せずに、真に1分子だけを
#ili捉することを追求した結果である。
図7.3HMM-Actin相互作用のフォース・デイスタンス曲線
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フォース・デイスタンス曲線から推測される図7．4
HMM-Actin相互作用の様子
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7.5ATP｡HMM反応に伴うHMM分子の構造変化の検出
ATPとHMMが反応するとパrPは直ちに分解されADPとPiになるが、これらは活性中
心に長く留まる(M・ADP、Pi中間体)。アクチンが存在する場合には、この中間体の寿
命は短くPi、ADPの順でそれらは外部に放出される。この放出過程で化学エネルギーから
力学エネルギーへの変換が起こる。従って、M･ADP・Pi中間体は高エネルギー状態にあ
ると言える。この状態のときミオシン頭部がどのような状態にあるかを知ることは極めて
重要であるが、これまでこの状態は分光学的方法などの限られた方法でしか調べることが
できなかった。AFMを用いればこの状態を力学的状態として把握できるに違いない。すな
わち、一種の力学的緊張状態にあるかどうか、どのくらい大きな分子変形が起こっている
かどうかなどを明らかにすることができるに違いない。既にHMM1分子を探針先端に捕捉
することに成功したので、この捕捉されたHMMにArPを作用させれば、力学的緊張状態
を検出できるに違いない。但し、捕捉されたHMM分子が自由にブラウン運動できる状態
ではHMMの力学的緊張をカンチレバーに伝えることはできない。そこで、ATPを基板に
固定し、活性中心を基板に、S2先端をカンチレバー探針先端に捕捉しておいてそれらの間
に弛みをなくせば、ミオシン頭部の力学的緊張をカンチレバーに伝えることができる。
7.5.1ATPアナログの合成
ミオシン頭部活性中心にATPがどのように結合するかはミオシン頭部・ヌクレオチド複
合体のX線結晶解析より既に分かっている。それによれば、ATPのリボース部は活性中心の
外を向いている。従って、リボー ス部を化学修飾しても基質として働き得る。CDI法を利用
して、先ずATPのリボー スOH基にFmoc-Glyを結合させる。Fmoc基はPiperidineで外し
て、ATP-GlyeNH2とする。このアミノ基に鎖が長い(3nm程度)Biotin-(AC5)2-Sulfb-Osu
を反応させる。精製はC18の逆相HPLCを用いた。
7.5.2非特異的結合の無い基板の調製
蛋白質や蛍光性ポルアクリルアミドビーズに対して吸着を起こさない基板を作る必要が
ある。また、ビオチン化ATPを固定化できる基板でなければならない。アクリルアミドは
様々な物質に対して吸着を起こさず理想的である。アクリルアミドをガラス基板にコート
する方法を開発した。
1．カバ;一ガラスを洗剤中で超音波洗浄し、次に7:1(vol/vol)硫酸;過鯛上水素中80｡Cで
洗浄する。
2．お湯で十分に濯いだのち、メタノール中に保存。
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3.エアーブローで乾かし、3('nfimethoxysilyl)propylmethacrylateを蒸着する。密閉容
器中で40｡C、90分間放置。
4．メタノールで軽く洗い、120･Cで90分間焼く。
5.1%(w/v)アクリルアミド500"lに2.5%ペルオキソ2硫酸カリウム20"1,10%TEMED
5“lを加える。これをシラン蒸着したカバーガラスに10"l程度垂らし、洗浄したス
ライドガラスを被せる。40･Cのオーブン中で90分間放置。
6．蒸留水で洗い、エアーブローで乾燥させる。
7．基板に負電荷を導入する場合には、上記1％アクリルアミドに0.1％アクリル酸を加
える。
8.基板にSH基を導入する場合には、上記1%アクリルアミドに0.1%N,N'-bis(AcIyloil)
cystamineを加える。S-Sボンドはβメルカプトエタノー ルで解裂する。
7.5.3ATP固定基板の調製
カバーガラス1枚を2つの領域に分ける。一つには負電荷を導入する。他方にはSH基
を導入する。負電荷を導入した領域にHMM-ビーズを吸着させたのちにカンチレバー探針
先端でそのHMM-ビーズを捕捉するためである。SH基を導入した領域にはATPを固定す
る。2つの領域に分けたカバー ガラスに5mMBiotin-PEAC5maleimideを10“l程度垂ら
し、スライドガラスを被せ、40｡Cのオーブン中に3時間インキュベートしてBiotinを基板
に導入する。このBiotin化基板にストレプトアビジンを結合させ、良く洗ったのち、Biotin
化ATPを結合させて、ATP固定基板を調製した。
7.5.4探針のビオチン化
カンチレバー探針先端のビオチン化は、ここでは以前の方法を改良し、ビオチン化BSA
を針先端に吸着させることで行った。
1.BSAとアミノ基反応性ビオチン(Biotin-(AC5)2-sulbOsuとをモル比で1:50で混合
し、ほう酸バッファー (pH9.3)中で、30oC、4時間反応させた。G25ゲル濾過カラム
で未反応のビオチンを分離し、ビオチン化BSAを精製した。
2．ビオチン化BSA溶液に針を漬けるとき、溶液が針全体に接するのを防ぐために、ビオ
チン化BSAを染み込ませたアクリルアミド基板に針を接触させる方法を採った。こ
40
のアクリルアミド基板は30％アクリルアミドを厚くカバーガラス上で重合させたも
のである。
3．ビオチン化BSAを染み込ませたアクリルアミド基板をAFMの試料ステージに載せ
る。カンチレバーの僥みをモニターしながら、探針を基板にエンゲージさせる。エン
ゲージさせてから数分放置したのち、カンチレバーを基板から引き離す。こうしてビ
オチン化したカンチレバーはデシケーター中で乾燥させる。
7.5.5HMM1分子の捕捉
試料系及び1分子捕捉の仕方を図7．5に示す。
1．負電荷を導入したカバーガラスの領域にHMM-ビーズを垂らし数分間放置後、buffer
F(25mMKCl,2mMMgCl2、0.2mMCaCl2、25mMImidazoleKOH,pH7.6)で濯ぐ。
2.濯いだあとは、蛍光の消光を防ぐために、BufferFに酸素除去試薬(4.5mg/mlグル
コース、0.36mg/mlCatalase、0.22mg/mlGlucoseoxidase、1mM6Mercaptoethanol)
を加えた溶液に置換する。
3.AFM装置が載った蛍光顕微鏡でHMM-ビーズの吸着の程度を確認する。
4．一つのHMM-ビーズの蛍光輝点にビオチン化したカンチレバー探針の像が重なるよ
うに試料ステージとAFMヘッドの位置を調整する。
5．その位置を中心としてl似四方をコンスタントフオー スモー ド(J710pN)でゆっくり
と走査する。
6．ステッパーモーターでカンチレバーを基板から引き離し、HMM-ビーズの蛍光輝点が
基板から離れていくことを確認する。
7．蛍光輝点が基板にあるままのときには、再度位置調整し走査する。
7.5.6HMM分子の構造変化の検出
1.HMM-ビーズを捕捉後、試料ステージを移動してカンチレバーの下にATP固定領域
をもってくる。
2.ATP基板と探針との距離を確認するために、フオースデイスタンスカーブを数回測
定する。
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図7．5基板。試料と1分子捕捉の方法
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3．基板から探針先端を70nm離し、その位置を中心として士40nm上下させる。
4．上下走査中に設定した力（約20pN)がカンチレバーにかかった時点で上下動を停止
し、カンチレバーの僥みをサンプリングする。
5．十分なデータをサンプリング後、カンチレバーを基板から引き離し、破断力を測定
する。
6．試料ステージを僅かに水平方向に移動させ、上記の過程を繰り返す。
7.5.7結果
図7．6に変位検出系のノイズレベルを示す｡5"secごとにサンプリングした結果を10,100,
1000回平均した場合をそれぞれ示す。1000回平均した場合には、ノイズレベルは士2.5pN
(変位に換算すると、士0.125nm)であった。
HMMがATPを結合したとき、HMM頭部にどのような変化（一過性、振動性など）が
起こるか予想できなかったが、実際に測定したところ、図7．7に示すような振動現象が現れ
た。振動の振幅は士20pN(変位に換算して士1nm)であった。振動数はかなり大きく、1000
回平均のサンプリングでは振動数は特定することができなかった。図7．7の場合には振動
現象は約10秒間持続した。この間振幅は時間とともに減衰した。この振動現象がHMM頭
部の構造変化を反映しているものかどうかは直ぐには分からない。構造変化以外の可能性
として考えられるものとして、HMM頭部がATPと結合・解離を繰り返していることが考
えられる。この場合には、試料ステージを下げて、HMMをATPから遠ざければATPから
解離した状態で遠ざけることになるので、破断は観察されないはずである。そこで、振動し
ている間、あるいは振動が静まったあとに、試料ステージを下げてカンチレバーの応答を観
察した。図7．8と図7．9に示すように、破断が観察された。図7．8は図7．7の振動観察が終
わった直後に試料ステージを下げたときに観察された破断である。同じ大きさ(14pN)の
破断が2回続いて観察されている。2つの破断の間隔は16nmであった。この2回の破断は
HMMが双頭であり、各破断はそれぞれの頭部における破断と考えられる。頭部の長さ、約
20nmを考慮すると、16nmの間隔は頭部が基板に対して水平から垂直に強制的に傾けられ
たための変位と考えられる。図7．9の破断は振動が観察されている間に試料ステージを下
げたときに観察されたものである。破断が観察されたことから、HMM頭部が基板のATP
と結合・解離を繰り返しているために振動が起こっているのでは無いことが明らかになっ
た。従って、振動はHMM頭部の構造変化を反映していると結論される。この振動現象か
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ロら、HMM頭部はATPを結合した状態（実際にはADP・Piを結合した状態）において、2
つの構造をとることが分かる。この2構造の間の変形は約1nmである。この2つの構造間
を往復することで振動現象が起こっているものと考えられる（図7．10参照)。なぜ振動が
起こるのであろうか。HMM頭部自身が積極的に振動しているのであろうか。我々は、こ
の振動はカンチレバーというバネによる外力がHMM頭部にかかっているからであると想
像する。図7．11にATPを結合したHMM頭部のポテンシャルエネルギーの想像図を示す。
HMM頭部は深い谷に通常は捉えられる。しかし、実際にはHMM頭部にはカンチレバー
のバネによる外力がかかっている。従って、カンチレバーとHMM頭部の両方を合わせた
系を考えなければならない。両方のポテンシャルエネルギーの和は同じ程度の深さをもつ
2つの谷を形成する。この2つの谷の間には低い山のポテンシャルが存在する。熱揺動によ
り、この山を越えて2つの谷の問を行ったり来たりすることにより振動が起こるものと想
像される。このメカニズムの正否がどうであろうとも、我々の1分子レベルの観察でHMM
頭部に2nm程度の変形がATPの結合により起こることが明らかにされた。この構造変化は
外部に力(40pN)を及ぼし、仕事をすることができることが実験的に示された。このエネ
ルギーはATPの結合あるいは加水分解に由来するものと想像される。この点に関しては、
更に実験を進めなければならない。不思議に思える点がひとつある。それは、振動中にカ
ンチレバーにかかる最大の力は約40pNである。作用反作用の原理からHMM頭部にも同じ
大きさの力が作用している。しかし、破断力の大きさは高々14pNである。振動中に破断が
起こってもおかしくない。このことは図7．10の右の状態では大きな引っ張りの力が働いて
もATPはHMM頭部からはずれない構造になっており、左の状態ではATPが小さな力で抜
き取られやすい構造になっていることを示しているに違いない。カンチレバーとHMM頭
部を合わせた系が振動できることは、エネルギーが外部に直ぐに散逸しないことも示して
いる。HMM頭部がエネルギーを蓄えることのできる分子機械であることを意味し、モー
ター蛋白質として都合よく設計された分子であることの明かしであると思われる。
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図7．6変位検出系のノイズレベルと平均化の効果
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図7｡7HMM-ATP相互作用に伴う振動現象
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図7．8振動現象後に見られる破断
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図7．9振動中に見られる破断
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図7．10振動現象中に起こっている2つの状態
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図7.11HMMとカンチレバーのポテンシャルの合成
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8成果の要約
本課題研究で得られた成果を以下に箇条書きする。
1．蛍光顕微鏡に組み込まれたAFM2号機を完成させた。この装置は従来の装置より比
較的高速に走査でき、その結果ドリフトの影響を受けにくい。
2．製作した2号機を用いてミオシン頭部(S1)の鮮明なAFM像を撮ることができた。
X線結晶解析で得られているS1の原子モデルと細かい点まで比較できる解像度の高
い像であった。ATP結合部位や頭部先端にあるクレフト構造まで観察できた。
3．分子間相互作用を真に1分子レベルで計測することに成功した。
4.HMM1分子とアクチン間に働く力の場を定量的に求めることができた。
5.HMM1分子とATPとの相互作用によるHMM頭部の構造変化を世界に先駆けて観察
することができた。構造変化の振動という新しい現象を発見することができた。
6.高速AFMを近い将来実現するための準備研究を行った。高速走査できるスキャナー
を設計・製作することができた。高速AFMに適した変位検出法を採用したAFMを
試作した。高速走査に適したカンチレバーの作製を試み問題点を抽出できた。
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